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چکیده 


تخریب اسید نوکلئیک در طی فرآیند استخراج آن از بافت گیاهی و نیز وجود مواد بازدارنده از عمده‌ترین معضلات خالص‌سازی ژنوم ویروس‌های 
گیاهی است. به منظور ردیابی موثر ویروس موزاییک کدو از بافت خریزه از مزارع الوده» چهار روش مختلف استخراج 10۸ با یکدیگر مقایسه و روش 
استخراج اسیدنو کلئّیک از این گیاه بهینه شد. کیفیت اسیدنو کلئیک استخراج شده به وسیله آزمون زنجیره‌ای پلی‌مراز با نسخه‌برداری معکوس و به کمک 
دو جفت آغازگر متفاوت تعیین شد. در بین روش‌های استخراج تفاوت چشمگیری وجود داشت به نحوی که بعضی از روش‌ها قادر به ردیابی ویروس از 
بافت گیاهی نبودند. در بین روش‌های مورد مقایسه» روش استخراج 5151۸ با سلولز به علت خالص‌سازی انحصاری اسیدنوکلتیک ویروسی از بافت 


واژه‌های کلیدی: استخراج اسید نوکلئیک. مقایسه» ویروس موزاییک کدو 


مقدمه 

حدود ۳۵ ویروس از روی کدوئیان در ایران گزارش شده است که 
تعداد زیادی از آن‌ها ایجاد بیماری‌های مهمی در کدوئیان می‌نمایند و 
اکثرا دارای دامنه میزبانی وسیعی هستند (۲ 9 4۸ در میان ویروس 
های خسارت‌زای کدوئیان» در سال‌های اخیر ویروس موزاییک کدو 
( 90۷۲۷ ,77105016۳ اه 50) به دلیل گستردگی وسیع. چنین 
به نظر می‌رسد که روی کمیت و کیفیت محصولات تاثیر مهمی 
گذاشته و عملا بازارپسندی آن‌ها را کاهش داده است (۳ 9 رز0 

آزمون سرولوژی الایزا ۳1.16۸ یکی از عمومی‌ترین روش‌های 
در شناسایی ویروس‌های گیاهی است (۱۶) اما عواملی مانند هزینه و 
زمان بر بودن آزمون» امکان اتصال غیر اختصاصی آنتی‌سرم با آنزيم‌ها 
و پروتئین‌های نامربوط و عدم انعطاف‌پذیری آنتی‌سرم‌های تولیدی از 
آزمونی به آزمون دیگر سبب شده است شا کارایی و محبوبیت این 
روش تا حد زیادی تحت تاثیر قرار گیرد (۲۰) بنابراین روش‌های 
مبتنی بر ژنوم مورد استفاده گسترده‌تر قرار گرفت. با توجه به اين که 


۸ ۲ و ۳- به‌ترتیب دانشجوی دکتری بیماری‌شناسی گیاهی و دانشیاران گروه گیاه 

پزشکی. دانشکده کشاورزی دانشگاه فردوسی مشهد 

(:- نویسنده مسئول: ,را ۵ 2 ۷ دمص لتمصصط) 
68 :]10[ 


گیاه» بیشترین و بهترین اسیدنو کلتیک را در پی داشت و ردیابی ویروس در اغلب نمونه‌ها را ممکن می‌نمود. 


روش مولکولی 11-۳01۴ کارآمدترین و موثرترین روش برای 
شناسایی ویروس‌های 1۸ دار است (۸۵ ۸ و 4۱۳ لذا استخراج ژنوم 
از گیاه به عنوان اولین قدم در آزمون مولکولی از اهمیت ویژه‌ای 
برخوردار است به طوری‌که در این ویروس‌هاء استخراج ژنوم با کیفیت 
مناسب لازمه موفقیت در کاربرد روش‌های مولکولی مانند 11-۳0۶ 
است (۷ 

اتصال ۸ استخراج شده به پلی ساکاریدها و مواد فنلی موجود 
در رسوب موجب ناپایداری آن و عدم موفقیت در آزمایش‌های پایین 
دست از جمله 1-۳0 می‌شود .)۱٩(‏ 

۸ ویروسی ۹01۷۲۷ اولین بار توسط 160671 و همکاران به 
وسیله روش پلی‌اتیلن گلیک ول استخراج شد (۱۲)» بعد از آن 
0 روش مبتنی بر فنول-کلروفرم را برای این ویروس 
به کار برد (۱۱). 

در سال 1۵۳0۳160۱۹۶۷ در تحقیقات خود متوجه شد که روش 
استخراج آر. ان. ویروس‌های چند وجهی از جمله ویروس 507۷ 
که مبتنی بر فنول و کلروفرم است» منجر به تخریب بخش‌های از 
ژنوم می‌شود و لذا این روش را برای استخراج اين گروه وبروس‌ها 
مناسب ندانست (۲۳). 

هم‌چنین پیشنهاد شده است که برای استخراج ژنوم کوموویروس 
ها روشی استفاده شود که بافر آن دارای 011-6 باشد» چرا که این 
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شرایط از تجمع مواد قهوه‌ای بازدارنده جلوگیری می‌کند و نیز توصیه 
شده است که کلیه مراحل به سرعت انجام شود تا چسبندگی ویروس 
به حداقل برسد (۲۴). 
ویروس موزائیک کدو (501۷) یکی از اعضای جنس 
۷۶ و خانواده 500۷/۶ و زیر خانواده 
۵ است که توسط بذرء سوسک و بصورت مکانیکی 
منتقل شده باعث ایجاد بیماری‌های مهمی در دامنه وسیعی از گیاهان 
جنس )و 61115/) می‌شود. این ویروس دارای ژنوم 
۸ تک رشته‌ای دوقسمتی است که هر کدام درون پروتتین 
پوششی جداگانه‌ای قرار می‌گیرند (۶ و ۱۰). 
با توجه به اهمیت بالای کیفیت اسید نوکلئیک استخراج شده در 
انجام آزمون‌های مولکولی. در اين پژوهش ما اقدام به مقایسه چندین 
روش متداول استخراج 1۷۸ ویروسی برای دستیابی به بهترین و 
کارآمدترین روش کردیم. بدین منظور چهار روش مختلف دو نوع 
متفاوت کیت تجاری استخراج 15۷۸ استفاده از تریازول استخراج 
۸ و روش استخراج با ۸33 را از لحاظ کارایی و موفقیت در 
آزمون 1-۳0 مورد مقایسه قرار دادیم. 


مواد و روش‌ها 


در طی بهار و تابستان سال ۱۳۹۶ از مزارع کشت خربزه خراسان 
جنوبی و رضوی تعداد ۲۵ نمونه گیاهی مشکوک با علایم آلودگی به 
90۳ جمع‌آوری و به آزمایشگاه منتقل شدند. 


استخراج 18۷۸ کل 

1*۸ کل از برگ‌های دارای علایم آلودگی» به چهار روش 
مختلف خالص‌سازی شد. 

۱- استفاده از کیت‌های تحاری استخراج ۸ 

در این روش ما از دو کیت متفاوت شامل کیت 5۳۸ مصنامت 
[-انکا «متاهاهه1 ساخت شرکت دنازیست آسیا مطابق با دستورالعمل 
شرکت سازنده و هم چنین کیت تجاری 1611 1101 ۲625۷ ساخت 
شرکت 0۵128207 نیز مطابق با دستورالعمل مربوطه 5۸ کل 
استخراج شد. 

ترش تفای 

بزی این منظور مطتابق با روتن زانک و هیگاران (6) 101۸ 
برگ‌های مشکوک به آلودگی استخراج شدند. 

۲ رش 61 

در این روش محلولی مشابه 121201 در آزمایشگاه تهیه شد. برای 
این منظور ۸۳۸ فنول اسیدی» ۰,۸ مول گوانیدین تیوسیانات» ۰,۴ 
مولار آمونیوم تیوسیانات» ۰,۱ مولار استات سدیم و 4۵ گلیسرول در 
یک لیتر در آب مخلوط شده و پس از همگن شدن مخلوط در 


استخراج اسید نوکلئیک استفاده شد. 

مقدار ۰,۵ گرم از بافت گیاهی با استفاده از ازت مایع پودر شد و ۲ 
میلی‌لیتر تریازول به آن افزوده و ورتکس گردید. مخلوط حاصل برای 
۵ دقيقه در ۷۰۰۰ دور در دقيقه سانتریفوژ شده و به رونشین ۰,۱ 
حجم استات آمونیوم و ۰,۸ حجم ایزوپروپانول اضافه شد و برای ۲۰ 
دقیقه در ۲۰- درجه سانتی‌گراد نگهداری شد. سپس لوله‌ها برای ۱۵ 
دقيقه در ۱۳۰۰۰ دور در دقيقه سانتریفوژ شد و رسوب حاصل پس از 
شستشو با الکل ۷۰ درصد در ۳۰ میکرولیتر بافر 1۳ حل شد (0). 

۴- استخراج 4511۸ 

مطابق روش پیشنهادی حصباطصهط و همکاران که مبتنی بر 
استفاده از سلولز می‌باشد. اقدام به بهره‌گیری از این روش برای 
استخراج ویروس 50۷ کردیم. بدین منظور مقدار ۰,۵ گرم بافت 
گیاهی را در ازت مایع پودر کرده و سپس در بافری شامل تریس» 
4 و نمک حل کرده و ۵۰۰ میکرولیتر فنول, 5۳95 7۱۰۲ و 
بنتونیست ۲ به محلول افزوده و برای ۲ دقيقه در 1۳70۱۰۰۰۰ 
سانتربفیوژ کردیم. پس از این مرحله فاز رونشین را به میکروتیوب 
جدید انتقال داده و در نهایت با افزودن ۱۰۰ میلی‌گرم سلولز (سلواز 
3 شرکت 512۳12) ۸ های دو رشته‌ای را خالص‌سازی کرده 
و پس از طی کردن مراحل شست و شو با الکل ۷۰ درصد. در ۳۰ 
میکرولیتر از بافر 115 حل شدند )٩۵(‏ 

بهینهسازی آرتی-پی‌سی‌آر (181-۳18) 

برای سنتز رشته ۵( مکمل (2۳(1۸) ۳ میکرولیتر از آران 
استخراج شده با ۲ میکرولیترآغازگر اختصاصی (51-38) و (52-3) و 
۵ میکرولیتر آب دیونیزه مخلوط و میکروتیوب در دمای ۶۰ درجه 
سانتی‌گراد به مدت ۱۰ دقیقه قرار داده شد. سپس ۲ میکرولیتر مخلوط 
۳5 ۴ میکرولیتر بافر ۵۷ واکنش و ۰,۵ میکرولیتر آنزیم نسخه 
بردار معکوس (1۲2056110)2856 ۹۵۷۵۲۹6 ۱۷۲۲۷۵۲/۷) به مخلوط 
اضافه گردیده و میکروتیوب به مدت ۱ ساعت در دمای ۴۲ درجه 
سانتی‌گراد ترموسایکلر قرار گرفت. برای 12۸ استخرج شده به روش 
سلولز, پیش از این مرحله اسید نوکلئیک به مدت ۵ دقیقه در دمای 
۵ درجه سانتی‌گراد قرار داده شد تا دو رشته 5۸ از هم جدا شده و 
برای واکنش آماده گردد (۱۵). 

واکنش زنجیره‌ای پلی‌مراز با استفاده از دو جفت آغازگرهای 
اختصاصی (۲۲) (جدول ۱) برای تکثیر بخش‌هایی از ژن پلی پروتتین 
۸ اول ژنومی و نیز ژن پوشش پروتئینی در 16۷۸ دوم ویروسی 
نجام شد. حجم نهایی واکنش ۲۰ میکرولیتر شامل ۳ میکرولیتر از 
۸» ۱ میکرولیتر از جفت آغازگرهای نام برده» ۲ میکرولیتر ۳8 
7 ۰۱۰ ۱,۲ میکرولیتر 1۷202 (۵۰ میلی‌مولار)» ۰,۴ میکرولیتر 
مخلوط 1۳5( و ۰,۲ میکرولیتر ۳0۱۳۵۲۵۹6 1۸ 120 بود. 


(وبله) متعگلناو مارمع1۱(00 تلم -1 


بررسی کارابی روش‌های مختلف استخراج آر.ان. در شناسایی ویروس موزاییک کدو... 


پروفایل دمایی واکنش زنجیره‌ای پلی‌مراز شامل یک چرخه در دمای 
۴ درجه سانتی‌گراد به مدت ۴ دقیقه در مرحله واسرشت‌سازی» ۲۵ 
چرخه شامل ٩۴‏ درجه سانتی‌گراد ۲۰ انیه. ۵۵ درجه سانتی‌گراد به 
مدت ۴۰ انیه و ۷۲ درجه سانتی‌گراد به مدت ۲ دقيقه و در نهاییت 
یک سیکل ۷۲ درجه سانتی‌گراد به مدت ۷ دقيقه با استفاده از 
ترموسایکلر انجام گردید. 


۱۳۷ 


کلیه مراحل فوق برای هر دو جفت آغازگر تکرار شد. 

به عنظور بررسی تتایج 3۳-۳1 ۵ میکرولتر از محصول ۳0۶ 
در ژل آگارز ۱ درصد حاوی ۲ میکرولیتر (۱۰/ کل ژل) از 07660 
7 الکتر وفورز و در نهایت در دستگاه ژل داک عکس‌برداری 
شد. 


جدول ۱- آغازگرهای اختصاصی ٩01۷۲۷‏ در واکنش 131-۳01 
۴ )۱۰۲-۳ ۲۵۲ عرص شم ری 50۷۲۲۷ -1 12016 


توالی طول (جفت باز) 
۱ (۳۵۲ 286) 5126 
0۲000۸۲0۲1۲-3 5-00۸0۸0۵۵ 21 
۲۲0۲0۵۲001۲-3 5-۸00۸0۸۲0 20 
۸۲۲00۲00۸0۸۲0۵03 5-10101۲۸0 24 
۵۵000۸۵۸0۲000-۲ 5-۸000۳۲0۸ 21 


محل اتصال مت آغازگر 
ممنانو۳ ۰06 ۹( 

پلی پروتئین 1۸۵1 

3341-32 1 2:0)۵۱ ۳۲01 5 
پلی پروتئین 1۸۵1 

4658-65 1 2:0)۵۱ ۲01 تال 

پوشش پروتئینی ۲۸2 
1364-88 2۳1۸2 52۳ 
0 ار ی وه 


۱۴۱۸2 


شکل ۱- علایم برگ های خربزه آلوده به ویروس موزاییک کدو 
۲ ۷۱۱ ۱060۲60 162۲65 جمامصظ ۵ عصصما روگ -1 ۲1۳6 


نتایج 

علایم برگ‌های آلوده جمع‌آوری شده شامل موزاییک شدید. 
پیچیدگی و بدشکلی با علایم ذکر شده در منابع مطابقت دارد (۱۷ و 
/ 

واکنش نسخه‌برداری معکوس و به دنبال آن آزمون 7015 با هر 
دو جفت آغازگرهای رفت و برگشست (۲۲) در نمونه‌های جمع‌آوری 
شده برای بررسی کارایی همه روش‌های مورد بررسی در ردیابی 
ویروس از بافت خربزه استفاده شد. 

با استفاده از کیت تجاری شرکت 0012860 و آغازگرهای مربوط 


به بخش‌هایی از ژن پلی‌پروتتین 1۸1 آلودگی حدود۱۴ نمونه (۵۶ 


تجاری شرکت دنازیست تنها ۵ نمونه (۲۰ درصد) آلودگی را نشان 
دادند. آزمون مولکولی با استفاده از 1*۸ استخراج شده به روش 
طش قادر به شناسایی ویروس 590۲ در هیچ یک از نمونه‌ها 
نبود. آزمون مولکولی با استفاده از 120۸ استخراج شده به روش 
71 نیز تنها در ۲ نمونه (۸ درصد) قادر به ردیابی ویروس مذکور 
بود. 

های جمع‌آوری شده قطعه ۱۳۰۰0۵ بخش‌هایی از پلی‌پروتئین 
590۷۲ همانندسازی شد که نشان‌دهنده‌‌ی کارآمدتر بودن این روش 
نسبت به سایر روش‌های مورد بررسی است. 
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نتایج برای استفاده از آغازگرهای مربوط به ژن پوشش پروتئینی 
2 و قطعه ۱۹۰۰00 نیز تقریبا بر این نتایج مطابقت داشت 


(جدول 4۲ با اين تفاوت که نتیج حاصل از الکتروفورز جفت آشازگر 
51-۲ 9 ۴ 91 دارای باندهای واضح‌تری بودند. 


جدول ۲- میزان موفقیت روش‌های مختلف استخراج و نیز دو جفت آغازگر متفاوت در ردیابی ویروس 501۷ 
٩0۷۲۷ ۹‏ ۲۵ عصتاععاع0 صا ماس مهاگن 0۶ نوم ۲۵ 0ص ع0مطامصه صمتا‌صهای )01106 0۲ ما۲۵ وعععع90ه 16 -2 12016 


تعداد نمونه‌های مثبت با آغازگرهای تعداد نمونه‌های مثبت با آغازگرهای روش استخراج 
52 ال عمطاعصه ممناع۵۵ ۲ 
2 ۷۱6۱ وعامرطوو ۷6)ز۳۵5 1 )۷1 وعام‌صصوه ۷۵ تازع۳ 
کیت استخراج آر. ان آ. شرکت دنازیست 
2098 5 2098 5 ی 
1 ۵۲۸۵ 02010100 2151 16۳۵ 
(45) 12 (569) 14 ک استخراج آران! شرکت 2 
۲ ۸ م0۵01 معوهزه 
استخراج 051۸ با سلولز 
(6090) 15 (6490) 16 ی 
موماباای ها ۸ جمتا۲۲۵۵ 
1 ۵ استخراج با ظ1۵) 
طم 07 ۳۲۵۵0۶ 
45۸) 1 (89) 2 و ۳ 
0 01 


ت 


هدف از این تحقیق مقایسه روش‌های استخراج اسیدنوکلئیک و 
بهینه‌سازی 15-۳1 جهت ردیابی ویروس ٩0۷1۷‏ در بافت‌های 
گیاه خربزه با استفاده از واکنش زنجیره‌ای پلی‌مراز بود. از آن جا که 
روش مولکولی 11-۳015 کارآمدترین و موثرترین روش برای 
است که استخراج ژنوم از گیاه به عنوان اولین قدم در آزمون مولکولی 
از اهمیت ویژه‌ای برخوردار است به طوری که استخراج 5۸ با 
کیفیت مناسب لازمه موفقیت در کاربرد روش‌های مولکولی مانند 
اقتصادی باشد. از همین رو روش‌های مختلف استخراج از نظر توانایی 
در حذف ترکیبات بازدارنده واکنش 11-۳0 مورد مقایسه قرار 

نتایج این تحقیق نشان داد که روش استخراج دارای 
بالاترین راندمان در استخراج اسیدنوکلتیک ویروس (۶۴ درصد) می 
باشد. از آن جا که این روش با کاربرد سلولز شکل دو رشته‌ای اسید 
کمترین میزان بازدارنده و اسیدنوکلتیک‌های گیاهی است (۱۵) و 
راندمان بالای این روش قابل انتظار بود. 


روش 1۸ برای استخراج ویروس 90۷۷ کارایی لازم را 
نداشت» این امر نشان می‌دهد که بافر عصاره‌گیری این روش موثر 
نیست و شاید بتوان نتیجه گرفت که غلظت اسید نوکلئیک استخراج 
شده پایین بوده است. هم‌چنین روش آ1) مبتنی بر ساخت محلولی 
مشابه 111701 نیز با هر دو جفت آغازگر ٩1‏ و ۹2 دارای راندمان 
اندکی در ردیابی ویروس بود که دلیل آن می‌تواند خرد شدن 
اسیدنوکلئیک به وسیله این محلول باشد که نتیجه آزمون مولکولی را 
به شدت تحت تأثیر قرار می‌دهد (۱). 

استخراج با روش کیت‌های تجاری شرکت داخلی دنازیست با ۲۰ 
درصد موفقیت می‌تواند نشان‌دهنده آن باشد که این روش قادر نیست 
به میزان قابل توجهی از اثر بازدارنده‌ها در خالص‌سازی اسیدنوکلتیک 
ویروس جلوگیری کند ولی کیت تجاری 0122600 با ۵۶ درصد 
موفقیت برای ردیابی ویروس 501۷3۷ نسبتا کارا و موثر است. 

نتایج آزمون الکتروفورز نشان می‌دهد که آغازگرهای رفت و 
برگشت 51 که کدکننده بخش‌هایی از پُن پلی‌پروتتین 11۸۵1 
ویروس ۹0/۷۷ است. برای ردیابی ویروس موثرتر عمل می‌کنند. 
این آمر می‌تواند به دلیل کوتاه‌تر بودن طول قطعه ژنی ناشی از این 
جفت آغازگر (۱۳۰۰۵0) و یا اتصال بهتر این جفت آغازگر به ژنوم 
ویروس ۹0/۷۷ باشد. 

با توجه به راندمان بالای روش استخراج 1911۸ امکان 


بررسی کارابی روش‌های مختلف استخراج آر.ان. در شناسایی ویروس موزاییک کدو... 


۱۳۹ 


استفاده از بافت خشک گیاهی که نگهداری طولانی مدت نمونه آلوده هم‌چنین نتایج این تحقیق نشان داد که جفت آغازگر 1 می‌تواند 
را امکان‌پذیر می‌کند. سادگی و زمان بر نبودن این روش (۱۵)» همگی آغازگری مناسب برای ردیابی ویروس 5۹۱۷۲۷ در شناسایی اولیه این 
دلایلی است که یک روش پیشنهادی موثر برای استخراج ۸ از ویروس باشد. 


بافت گیاه خربزه برای استخراج ویروس ۷ باشد. 


۱300-9۳ 


شکل ۲- الکتروفورز محصول ۳ با آغاز گرهای اختصاصی ویروس ۹0۲۷  51-10(‏ 51-۳). شماره ۱: روش 051*۳۸ ۲: روش تریازول ۳: 


روش کیت تجاری 012207 : روش کیت تجاری دنازیست و ۵: روش 01۸8 


۳۲۵ 2۰ :0مطامصه 061۸ ممتام0۵ ۲ :1 ٩1-1(۰‏ ی ۵1-۲) منوم عرص مامهصری 90۷۲۷ هصئوت ۱۳۱-۳0 0۲ فالنامعج1 -2 ماعز۲ 
هص ۳۵۵/۵۵ :5 200 )10 )715 ۵۵ هنوت )۲۵۵ :4 0مصاعصه )م۱ مععن0 عصنعه ممتا۵۵ ۲ :3 ب0مطاعه ام2ه1 عصئمت 


)71 ۸ 


منابع 


اصقاظ .عمناوعا ۳۱6۵و مگ هالک لهام) ۵۶ جمتاق1501 عطا ۶۵۶ 0مطاعصهر 0ع0۷عمص1 حنه ,1993 .0 70هتباظ مه .۸ آناملطحظ 
.212-۰ :11 ۴۵۵0۲۲۵۲ «ع1010ظ تهانمع۱۷]۵1 

5 هام00 2۳0۱9۷۵ 1610 صا وعوایژ ۵ معصعل1مص1 فصه ممت)‌تاطاتاوت رحمتام1060116 .2008 هر ۷2021 20 ریک [عصحصح‌ظ 
.247-۰ :47 صمممه‌بم ۱60 «عمامطاهم۵) ۲ تمه ۵ 
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امعصمم1۱۸۵۷۵1 2011۰ 16.۴۰ ,عامصصتط 220 و.نا وتهن ۳.1 42صاهک ر.لا لفطفنفک .۷۰۲ مامت ره منطو لو موه 
۲۵01۱027 )قاط ۵۶ تمصدمل قصمز ۷ ۲ م۲۷ م۶موظ 111560مامصصحصا ه جمتامع]عن1 مطا 10۲ ومامتصطم16 ۲0۴-۲۵۵60 01 
127-۰ 

۵ 0۶ ممناه»10621 1۵۲ ولمطامصه ممتامهتاه 5۵۸ ۶ جموتتدم‌جهم0) .2016 ۱۷۲۰ اطخ 2210 20 .2 تناممصدامدان 
127-۰ :30 ۲۲۵۱۵۵۲۵8 )صه1ظ ۵۶ ماه .مرت زهع۱ 2 

۰ ۳۲126۲ م1 م .صمتاه)‌تاوم فصح بعملمزها تمانهمامهه :عه0077009 1996۰ .۲ علصتااه ۷۷ 24 .۴۱۲۷۷ طمهطالاه0 
35-6۰ :4 مومع ۴۵۲۸ ماتاتهم۱ظ مه فصمتند ۷ [0۵عطدا0ظ 

مت ۵۶ فتاه .۷ ۱۵56۵66 اعصمنمی ۵1 معتقا0ع1 عجمصصح ۲۷6۳91۲ .1998 .ظ وتاتقنل۲2 عمج ر.و.ل 10منطوصع0 ۴۱۸ 
0۰ ۲۷1۳0102۷7 

362-۰ :53 0102۷ظ)۲)۵۵۵ظ ,ماع مصماروطاه باوج رها معفنایز )ههام ۵۶ ممت/۲۲۵۵1۵1]2 .1963 .1.1 ۲۱۵06۲۲ 

۷ مخ .15ومصععل مف2عع عصقام مه ممتامدع صتقطن وفهعممزاهم م1 ,1993 .۱ طم‌صهزع۲ مه .۲ ع0عصع۴ 
81-۰ :31 0102۷ظ)۱/)۵۵۵ظظ 

۱۵9۷ .0۲۵95 متصعلهع۸ ۷۱۳۵۱۵۵۰ )ص۳۱2 وبعط۱۷]2 .2002 ۱ راا۲۲ 

224 ۳۲2۵09 .2016 منک ۱۷2۵۷۵۲۵۵ 220 ریک ماتام ر.ظ فمتاعمظ وت ماصقاه‌فط ریق مصتاط‌امفطگز 
هه 1مصب متطومتامزها لح وعمی۷ )مها از 0عا160ض1 ومیاووتا غصقا 0691662460 ما ف۸لنطول مععع1 ۵۶ وتورافمه 
362-۰ :53 ۲۵۱۳۵0۱08۷ ]صقاظ ۵ افصتا0[ 

منت (هفااط) «حوعخه اموهاعمومصصا 0مام2۵۵ظ۱/(هاظ) پرهووهممتصظا مصررمصط ‏ ,2005 ,1:۲ صتناومر] 
2415۰ :51 7«تادتصعت 


12- 
13- 
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15- 


16- 


۰ نشربه حفاظت گیاهان (علوم و صنایع کشاورزی). جلد ۰۲۴ شماره ۲. تابستان ۱۳۹۹ 


0۶ مدوم لهمزع6۳01۵و مه ۲۵۱1۵6 :۰ 11صام هت ۱۵5۵ اعع وگ :1973 ۲۱۰۸۶۰ جرعو)هناصک هه ,۷۲.۴ صمواعل 
920-6۰ :63 7«ع010ط۵۵2)ظظ .100۵۵9 

کااصانمت صا مش امعم سهااعر تعع0 2 ۵ 06۵0۲۵۵۵۵ 1984 ۲۰۹۰ صملپرمحصب! مه .نا وعبلمووهن ریک تاصم۸۱۷۷۱0ظ 
43-۰ :68 معههوزنا عصهاظ ,گنوی هم رتم۲۱ ۷۲۵ وا بانمتامعصصمن) م۶0 

0 ۸ 1۳00۲0۷۵0 م۸ .1999 هب مقففع:ظ مه ,]۲۰۸ ۲۱۸۹۵2۵7۷۵ ریک صقصرماحصیاطم2 .1 102زا۲ بیشیک مقطر‌اهو 
10107 ۱۷۲۵۱60 اقا .ماه راجاق ۵ ول‌صنامم‌می متامصمطم ۵۶ ولم۷ع۱ طونط عصتصتمادم ومبافعتا غصقام 10۶ 0مطاعظ 
11-۰ :17 160016۲ 

2ص ها کصمصصمتنامهع]۷ . ,2012 ,۲.۸۲ وهمطاه]۷ . 0ه2 . ریصن ممتااظ رل قاام۷222 .ایو 46تصطعو 
507-۰ :849 ۲«ع1010ظ تهاناهع۱۷]۵۱ جرد ۱۷۲۵0005 .رحووه )صعداع0ومصیاحصحظر 

0فصح فاصفاح حم ومع ۵ حمتاععع مطا 10۶ ممتاع2ع1 صتقطه مفممططرآه۵م ممتام۴۵۷۵۲۵۹۵-۵90 :1998 .ظک مت 
125-۰ :74 ۷۵۱005 ۷۱۳۵۱02621 ۵۶ ینامز .تمه 

معط صا امن تحتصمصصمطه طا م۷ ۱۵6۵6 اعه وگ 0۴ ۲6۵0۲۲ ۳1۲5۲ .2011 ما 1۵150۷2-59۷0۵000۷۵ مضه ر.ل 5۷۵۵۵02 
1321-1۰ :(95)10 1۱۲186280 )صولظ .عناوم 02۵0 

-633 :31 ۷1۴۵۱۵۵۷ ۷۱۳۵۰ ۱۱۵90۵16 6۵۵۵۵۵ 0 فاصمهممصصمن ما ۵۶ دمتاهممنم هه ۳1162000 .1967 به صمحصحصهک هم ۲۷ 
6042۰ 

205-9۰ :81 101027ظ تهانامع۱۷]۵1 جرا ۱۷۲۵۱۵05 .مم)مهن هک مه صمتاهامع1 00710۷ .1998 ۰ »۱۷۷۵11191 


23- 


24 


نشریه حفاظت گیاهان (علوم و صنایع کشاورزی) ۳0 ۳۵۸ )صداظ ۵۲ اقصصهو 
جلد ۰۳۴ شماره ۰۲ تابستان ۱۳۹۹ ص. ۱۴۵-۱۵۲ یسک 145-2 .۳ ,2020 5۱00۳06۲ و2 ۱۷۵۰ و34 ,]۲۷۵ 


۰6 0۳ ۳۸۲۵۰۵۵۵0 ۵ 0۴ ۱۷۲۵۵۵۵006 ۱۱۲۲۵۲۵۵۲ ۵۶ مصه۳۱۵ 06 ۲۱۷۵۱۵۸۵۸۸۵0۸۵ 
۹ ۱۷0۹۵6 0۱/۵۶1 06 ]0 ۲۱06001۵000 


72102217 ,۱۲ ۱۷۲۵۳۲۷۵۳۷۰ ۱۷۲۰ -۲ژوامطعه۱۱۵ تصحوی ۷۲ 
29-04-58 :16061۷60 
09-03-09 :۸۵660060 


۰ 121۷ مطا ا مررزمرم قناجعع عطا آه همعط ج و1 (۷/وص) ما و۱۵ اعمینوی خممتا00 1۱۳۸0۳0 
ملاع مصح ۵۵۲۵ حععصعع مطا صا عاصهام دمح عصتاهعگصا من 60ااتصوصهعلامع مه مصصمطا0ععو 2 و1 )[ 
هه من ,مها مه 1ه ۴ گ۶ه عصتاونعدی مصصمصعع هل مصمتاوعبتالد۵ج ماتانمماط 2 فقط ۱/۷ و6۵0۲ تعطا0 
-3 فطا 26 [ن) (ه) 00۱۲ 2 صتقاجمی وعحصمصعع 1 .2م)مصصهتل صاً مصط 28 ۵0۶ وملع1)ته متعاعصطمو ما 020 تومرجعصه 86021210617 
کصقام صا 10۵1 ۱۹60 ومع فقط ۸واناط .5620 مطا مه 0مطمهااه (۵عظ۷۳) صتع)0۳0 ۷1۲۵1 0مصن1-عصجمصهع فطا همه فتاصتصم) 
عط ۵۶ ماصنامصح عمهتا 0۲ ممناعع061 10۲ ماطافاتاه امه و مت راوجمه 100 «اهتتاهام: مقط 11 غناها وتومصعهتل فناه 
۲ 00 )مه صرح 61600۷6 صه و1 کات راعه‌وم برظ صمتامعگصا «تصظ مه فماعع۷ مندامره فیاممگننا۷ ع1عصله صا فتاه 
ماه 4ص لهتز ۵۶ فلومصعدن معط 10۶ 0عویا رام تقجماه صعه‌ها عقط هه وعهامصع] هرظنا گه جمتای‌گنامصهه ۷/۱۲۵ 171 
-طماملفصهتا عو۲۵۷6۲ 0ص (علنظ) ممتامجع: صتقطه مفهعمجطراهم م1 .وممصمصرعع هلالک 0/0۲صه هاانا طا عصمعمط/2م 
1 ۲۳۵ ۴۵۱۸۰ مه هن طاه دموا مصفام ۵۶ دمتاهعاع 0۷۵لفصمو «اطونط رم ولمم اهوم مه رعل۳-]۴1) ۳0 
و صمنامهته ۳۴۸ ما حصمامامتم تمزحجهر فطع 4صنه 0مطامحظ متامجه صح وق مه و1 )8ع6 ۳ لنووعععناو 2 طا وم٩‏ 
م۷2 0۴ 6116011۷6۵۵855 ظ) 18۷65022160 ۷۷۵ ,500۲ ونطا ما رمک .ععلتمطمعهو راهم مه فامصمطامبامم رها صمتتمصتصداصمم 
۰ 110506 50۵51۲ عط عص1وگتاصع10 صا ولمطامجط منامام 

1۷۲26۳1215 20 ۵۵: 

0۵۵8 20 )۲-۳۴ 1012065 وبز۷ مضه ل12تع)2ظ )رهاظ 

عم۱۷۵۱ ۵۶ صمتاهبتالنن مطا ععصنا وممصاميم زمانتصمل مه 1۵22۵۷1 صهوهرمطکا مصمی مماع۱۷ ۵۶ فعام‌صهه 1۳۷۵۵0۲-11۷۵ 
۹0286 1808216 ۹6۷۵۲۵ ,۵68 ۷1۳6 0۷۵16۵1 2۸ظ ومام‌صهه مظ1. .2017 0۶ تمحصصصنای لمح عصتیمد صا ۵1160160 قمع 2۷۵ 
۰۵ در 26 ص02 مطا ۵۶ مصمصمع معط ۵۶ ممتامجفتاه ۵1 وومعمتم مظ 0عماصه 24 ,نامع 40ص ماتهامصمع 
2 ,ام .له اه عصقطی مصتود ولمطامصظ همتامهتانه خاک )مممع0 تم ۱۵۵0 ۱۷۵۲۵ ومام‌صهو و162۷۵ مظ1- .عامصصقرم 
۰ 70 وباصتحط اج ۹۵۲60 ۵۲ اامعت ۵0و ۷۸۵۲۵ 0صح 00ظ)عصهر عومایتاامی 09۳۸ مه 1۶128501 باتک م۵1 220 ]21 

0 160666 ۵ 0۲06۲ طاً 0۵ 1300 صح 1900 ۵۶ مممتام‌حصه صه عصاطتام‌صح 10۲ متا ]5۵ ۷/۵۵ ۲۲-۳0۵۴ 5۵601116 11۷0 
ک 6۵601100 ۲۵۲ 00طامجط اوه فط مصتصصعاع صه روع/15012 50۸/۷ 211 عجمصصح 6۵886۲۷60 1 ممنوعع متا قه رفعام‌صهه 
عطا وم م۵ 0ععصمتا0عو صفعه فقط ۴۵۲۸1 ۵۶ محصمصمع لفتاتهم فصه مصمع صتمامتم نومه آهتاتدم ۲۷ ۰1۳86 .۴۵۸ 
فص 1۵۱۱07۷7۵0 مولح ۷۷۵ .۵6 61۸۵ وم 60و ود طمتطا۱ معا0ععهعج له له عصقطن فطا 0عب«مام‌صه ۷۷۵ رعتع۴۱ .عاتاوع۲ 
۶ جمتناا۵و ملفقطامحمجمصه ه ود امفم1ع 1 ,101 ممعهز0) 220 2151 1۳۵8۵ زوا مصرمصمع ما اعهتان مه ۵۲06۵60 وما۳2220۲ 
40ج ولامی عم هل لقاما ۵۶ ممتاق(0ع1 عفط 10۲ اصمع2ع۲ ووی-۵)-1۵20۷ 2 18 ]۲ .19000100720216 ممتلتصهنع صع امصمدام 
۲ 15 ۲۸ .ممتاهع تام ها همه ود ممتهتوووو عطاق رممتماص هه 1۳2801 ۵۶ ممتات200 ماخ .عمتاووت 
01 001201107 1۳6 ,1مصقطاه ۵ آمصوممم180 طا ممتاهاتمهع 0 ۲۵۵0۵۱۷۵۲۵۵ ۵8 موی 20 ففقطم فتاممتا20 فطاً 1 
۵۵6 200 (1983) .21 ]6 ۷۵5 ۷ ۲۵۵۵۲۲۵۵ آ0عمامتم مها امصمطام-همه فطا ۶ همتاهع۵0111ه 2 ور 1۳۹۴۸ 10۲ 60و 
۰ 001۲20010 0910۸ قطان وا ره 0عتومصمم 

تصقام عطا حصم عصتامعتانه ۵۲ ووعع۳۵ معط عصتسل 10م2 متعامناه مطا هم ممتاعداتاوعل ۲۳4 خصمتقویه 6 20 و6لناعع1 
۵ 08 ۶ مصمصمع مها عمترکتسم ما مصمامامعج توزقمه مطا وج وعمصفاوهاناه پماتماتطط ۵۶ ععصووععم مطا 0صه مباووت 
0 ,و61 0ع)مصنتصصحوم فط عج مبافعتا ممافمصظط مهم فب متقومصظ طففنامو عماعل لعتامع1ه ما تع0تن ص .فعفنا 
۲« م1 .2۵0تصصتاون ۷۸2۵ 0مطامحط ممتام2ه 2010 مرع1مبا فطع فطع مه م6۵ ۷۸۵۲۵ 05مطاممط ص126 ۸ 
۶ وله ۳۷۵ عصلوت مه ممتامتمممهط م۲۵۷۵ طه «حفوه صتقطه مفهممط امه رها ۵0۵0و م72 2010 900160 فطع 0 
۶ مصصمو )2ط چه مطا مد مممممعن اصهملصولو ۷۷۵۲۵ عمط رطمتامهتان ۵1 امه مطا عجمصصظ .عمصصتم امعم 
13۳6 رومام 0مهعلاوه10۷ ما همم .مناووتا کصقام مطا حصم فتایز< مطا م0۵06 مه ماه 80۲ ۷۸۵۲۵ و0مطامم عطا 
6 13 ۲0 عبت 2010 1616مناه عصماممره ]دمح صرح )ومطونط عطع صا 0ملناوع: موماباا صقر منطو عصتامهتاه 01 
۵۶ ]وم ما ما۷ مطا 0۵0601 ۵ ماماتوومم 16 عصل‌افطظ رمیاععتا عصهاص ما مصمظ متصجمصمع لتق معط ۵۶ مماهع ام 
0 رملنله۷۵۵ ,منمجمجمعه اف رتصعل‌تلله ود [معمامم متام 05۳۴۳۲۸ 20011160 ما ع2ظ6 260مههم ۷۷۵ ٩2100166.‏ 
0 مباصهان معط عم مفلنلول امقتاه ما ۵0فا رالتوومعمناو ۷۷2۵ 0۲000601 م1 .متاففع ۵۶ قاصتامصصح لصو ومتتنا0ع۲ 


۱ ,)ناوخ ۵۶ هلنمع۴۲ باعمامطاوظ )قاط ۵۶ )ممصانهمع(۱ ۵۶ ورمووع]۵:ظ 1206ه0ووخ هه )صع0تاه .,ظاطظ -3 40ص2 2 ,1 
۷۰ ,۱۷۱۵۵۳۱20 ۵۶ الفهب تون 
(1.ع2.جن ۵ کج ۷ تطمجدط. تانق میمصت طممدمتزمن) -۶) 


۳ نشربه حفاظت گیاهان (علوم و صنابع کشاورزی). جلد ۰۲۴ شماره ۲. تابستان ۱۳۹۹ 


۰ ۱۷۲۵۱0۴ 12 90۷۲۷ قه ماه وعفیزه اصماوتوهم 200 منامه ۳ 


6۵۹ 01/5 620101 ۸ بطموتتهم‌همن 1۵۲۱۷۵۲۵۵۰ 


